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 III. METODE PENELITIAN 
 
3.1 Waktu dan Tempat 
 Penelitian ini akan dilaksanakan di Laboratorium Kultur Jaringan CV. 
Mitra Anggrek Indonesia Jl Hasanudin RT 01 RW 05 No. 20 Kota Batu pada 
bulan Februari hingga Mei 2015. 
3.2 Alat dan Bahan 
3.2.1 Alat  
 Alat-alat yang akan digunakan Lamina Air Flow (LAF), alat sterilisasi 
(autoclave), botol selai, gelas ukur, pipet, labu erlemeyer, kompor, jas 
laboratorium, masker, handsprayer, bunsen (pembakar), alat tulis, tisue, dan 
timbangan digital. 
3.2.2 Bahan 
 Bahan yang dipergunakan adalah media MS, sukrosa, agar-agar, ZPT 
(IAA dan BAP), bawang merah (Bhauji, Philipine, Thailan), aquades, alkohol 
70% dan 90%, klorok, tween-20 dan sabun cuci tangan. 
3.3 Metode Percobaan  
 Percobaan ini menggunakan rancangan pecobaan faktorial yang disusun 
dengan mengunakan RAK dengan dua faktor yaitu: 
I. Faktor  I : jenis varietas bawang merah (V),  yaitu  
V1: Varietas Bauji, 
V2: Varietas Philipine 
V3: Varietas Thailan 
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II. Faktor taraf kombinasi ZPT IAA dan BAP dengan 8 taraf , yaitu : 
A1: 0,1 ppm IAA + 1 ppm BAP  A5: 0,1 ppm IAA + 2 ppm BAP  
A2: 0,5 ppm IAA + 1 ppm BAP  A6: 0,5 ppm IAA + 2 ppm BAP  
A3: 1,0 ppm IAA + 1 ppm BAP  A7: 1,0 ppm IAA + 2 ppm BAP  
A4: 1,5 ppm IAA + 1 ppm BAP  A8: 1,5 ppm IAA + 2 ppm BAP  
 
Tabel 1. Kombinasi Perlakuan Varietas Bawang Merah dengan Taraf Kombinasi 
IAA dan BAP 
V dan A A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 
V1 V1A1 V1A2 V1A3 V1A4 V1A5 V1A6 V1A7 V1A8 
V2 V2A1 V2A2 V2A3 V2A4 V2A5 V2A6 V2A7 V2A8 
V3 V3A1 V3A2 V3A3 V3A4 V3A5 V3A6 V3A7 V3A8 
Keterangan : 
V1A1 : Varietas Bauji, 0,1 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V1A2 : Varietas Bauji, 0,5 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V1A3 : Varietas Bauji, 1,0  ppm IAA + 1 ppm BAP  
V1A4 : Varietas Bauji, 1,5 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V1A5 : Varietas Bauji, 0,1 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V1A6 : Varietas Bauji, 0,5 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V1A7 : Varietas Bauji, 1,0 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V1A8 : Varietas Bauji, 1,5 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V2A1 : Varietas Philipine, 0,1 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V2A2 : Varietas Philipine, 0,5 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V2A3 : Varietas Philipine, 1,0 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V2A4 : Varietas Philipine, 1,5 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V2A5 : Varietas Philipine, 0,1 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V2A6 : Varietas Philipine, 0,5 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V2A7 : Varietas Philipine, 1,0 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V2A8 : Varietas Philipine, 1,5 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V3A1 : Varietas Thailan, 0,1 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V3A2 : Varietas Thailan, 0,5 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V3A3 : Varietas Thailan, 1,0 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V3A4 : Varietas Thailan, 1,5 ppm IAA + 1 ppm BAP  
V3A5 : Varietas Thailan, 0,1 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V3A6 : Varietas Thailan, 0,5 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V3A7 : Varietas Thailan, 1,0 ppm IAA + 2 ppm BAP  
V3A8 : Varietas Thailan, 1,5 ppm IAA + 2 ppm BAP  
  
Perlakuan dikelompokan sebanyak 3, populasi setiap  perlakuan sebanyak 
4 planlet dengan setiap botol terdapat 2 populasi planlet  sehingga membutuhkan 
144 botol. 
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Tabel 2. Denah Percobaan Perlakuan Varietas Bawang Merah dengan Kombinasi 
IAA dan BAP 
I  II  III 
V1A8 V2A2 V1A7  V2A2 V1A1 V3A3  V1A8 V3A4 V1A1 
V2A4 V1A1 V3A6  V3A6 V1A6 V3A8  V2A8 V2A2 V2A2 
V2A6 A1A4 V3A1  V3A4 V1A4 V2A2  V2A1 V3A6 V2A5 
V2A1 V1A6 V1A2  V3A7 V1A7 V3A1  V1A2 V3A1 V3A5 
V2A8 V3A7 V2A7  V2A1 V2A6 V2A3  V2A4 V3A3 V1A3 
V2A2 V3A4 V3A8  V1A8 V2A5 V2A4  V1A7 V1A5 V2A6 
V2A5 V2A3 V1A5  V3A5 V2A7 V1A3  V1A4 V3A8 V3A7 
V3A3 V1A3 V3A5  V1A5 V2A8 V1A2  V1A6 V2A3 V2A7 
3.4 Metode Pelaksanaan    
 Pelaksanaan penelitian dilakukan dalam beberapa tahap yang dimulai dari 
pembuatan media hingga pemeliharaan, prosedur penelitian sebagaiman berikut : 
3.4.1 Pembuatan Media 
 
  
Mensterilisasi Botol Kultur 
1. Mencuci bersih botol kultur 
2. Mensterilisasi dengan autoclave pada suhu ±1210C dan tekanan 17,5 
psi selama 20 menit. 
Membuat larutan Media Murashige dan Skoog (MS) 
1. Memasukkan larutan stok formulasi media MS  
2. Menambahkan dengan air sesuai dengan takaran  
3. Mengatur pH di kisaraan 5,8 
4. Memasak larutan dengan sedikit demi sedikit memasukkan agar-agar 
sesuai dengan takaran  
5. Menuangkan larutan pada botol kultur ÷10 ml 
Mensterilisasi Media 
1. Memasukkan botol berisi media ke dalam autoclave 
2. Mensterilisasi pada suhu 1200C dengan tekanan 17,5 psi selama 15 
menit 
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3.4.2 Sub Kultur pada Media Penyesuaian  
  
Sterilisasi Lingkungan 
1. Mensterilisasi Laminar Air Flow (LAF) dengan menyemprot alkohol 
70% 
2. Memasukkan alat dan media yang digunakan ke dalam LAF 
3. Menutup LAF dan menyalakan sinar UV selama 1 jam 
Sterilisasi Bahan Tanam 
1. Mengupas kulit bawang merah  
2. Mencuci dengan air bersih dengan deterjen hingga benar-benar 
bersih. 
3. Merendam bahan tanam di dalam bakterisida dan fungisida sintetik 
selama 60 menit dengan konsentrasi masing 4 g dalam 150 ml 
aquades. 
4. Memindahkan ke larutan chlorox 10% yang ditambahkan 5 tetes 
tween-20 dan direndam selama 20 menit. 
5. Merendam di dalam chlorox 5% yang ditambahkan tween-20 dan 
direndam selama 10 menit.  
Inokulasi Eksplan  
1. Menanamkan bahan tanaman yang sudah disterilisasi pada media 
penyesuaian (MS0). 
2. Memotong ¼ umbi bagian atas, setelah itu memotong sisi-sisinya 
hingga berbentuk persegi dan ukurannya tidak lebih dari 1cm2. 
3. Memindahkan bahan yang sudah dipotong ke media MS0 yang sudah 
disiapkan. 
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3.4.3 Sub Kultur pada Media Perlakuan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.4 Pemeliharaan  
 Planlet yang telah ditanam dalam botol kultur kemudian disimpan 
dalam ruangan inkubasi khusus jaringan yang telah disterilisasi dan 
dilengkapi rak kultur serta Air Conditioner (AC).  Planlet harus dijaga 
dengan cara menyemprot alkohol 70% pada botol yang telah berisi planlet. 
Penyemprotan ini bertujuan meminimalkan adanya kontaminasi dari luar 
botol.  Mencatat informasi dengan melihat kenampakan morfolgi menurut 
peubah yang ditentukan. 
3.5 Pengamatan  
 Pengamatan dilakukan hari ke 3 setelah sub kultur pada media perlakuan.  
Variabel yang diamati adalah jumlah tunas; julah daun; jumlah akar; saat muncul 
tunas; saat muncul akar; eksplan bertunas; eksplan berakar; kadar klorofil; jumlah 
stomata; dan bobot basah daun.   
Inokulasi Eksplan  
1. Mengeluarkan eksplan dari media penyesuaian ke cawan petri. 
2. Memotong daun yang sudah tumbuh pada media penyesuaian. 
3. Memindahkan ke dalam media MS perlakuan 
Sterilisasi Lingkungan 
1. Mensterilisasi Laminar Air Flow (LAF) dengan menyemprot alkohol 
70%. 
2. Memasukkan alat dan media yang digunakan ke dalam LAF. 
3. Menutup LAF dan menyalakan sinar UV selama 1 jam. 
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Prosedur pengamatan variabel sebagai berikut : 
1. Jumlah tunas  
Menghitung seluruh jumlah tunas yang telah tumbuh pada setiap eksplan. 
2. Jumlah daun (Helai)  
Menghitung seluruh jumlah daun yang telah tumbuh pada setiap eksplan. 
3. Jumlah akar dihitung berdasarkan akar total tanaman pada eksplan. 
Menghitung seluruh jumlah akar yang telah tumbuh pada setiap eksplan. 
4. Saat muncul tunas  
Melihat waktu kemunculan tunas pada setiap eksplan. 
5. Saat muncul akar  
Melihat waktu kemunculan akar pada setiap eksplan. 
6. Eksplan bertunas (%)  
Menghitung persentase sejumlah eksplan yang bertunas pada seluruh 
eksplan yang ditanam. 
7. Eksplan berakar (%)  
Menghitung persentase sejumlah eksplan yang berakar pada seluruh 
eksplan yang ditanam. 
8. Kadar klorofil (mg/l)  
Menghitung kadar klorofil yang diamati secara destruktif dari potongan 
daun pada akhir pengamatan.  
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9. Jumlah stomata  
Menghitung jumlah stomata yang diamati secara destruktif dari potongan 
daun pada akhir pengamatan.  Selanjutnya diamati secara langsung 
mengunakan mikroskop dengan menyayat tipis daun.  
10. Bobot Basah Daun (g)  
Menghitung  bobot basah daun yang diamati secara destruktif dari 
potongan daun pada subkultur pada akhir pengamatan.  Selanjutnya 
ditimbangan dengan timbangan analitik. 
3.6 Analisi Data dan Penyajian Data 
Data yang diperoleh dari hasil pengamatan penelitian akan dianalisis 
dengan analisa uji F pada taraf 5% dan taraf 1%, apabila berpengaruh nyata 
dilanjutkan dengan uji DMRT (Duncant Multiple Range Test) pada taraf 5%. Data 
disajikan menggunakan tabel dan grafik. 
 
 
